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本報告書は，科学研究費補助金（基盤研究（B））『超音波による血管内皮細胞
のナノ･イメージング』（平成１５年度～１７年度）の研究成果をまとめたもの
である。 
従来，細胞の高精度イメージングとして用いられてきた電子顕微鏡，蛍光抗
体法を用いたレーザー走査顕微鏡などの方法では，細胞に対する前処置や抗体
投与などが必要であり，様々な条件下での繰り返し計測のためには，細胞に無
処置，非接触で繰り返し高精度に細胞のナノ・イメージングが実現される必要
がある。本研究の目的は，高周波数超音波パルスを用いて，サブミクロンの方
位分解能およびナノレベルの厚み計測を実現し，細胞の音速，超音波減衰，音
響インピーダンスなどのパラメータを高精度に計測可能な，超音波ナノ・イメ
ージングシステムを開発することである。さらに，本システムによって得られ
た血管内皮細胞内の音響特性分布を，細胞内骨格であるアクチンフィラメント
およびチュブリンの分布と比較検討し，超音波ナノ・イメージングのバイオメ
カニクス計測システムとしての有用性を証明することである。 
高速機械スイッチによりパルス幅 2ns程度の電気パルスを発生させ，電気パル
スをトランスデューサに直接入力し，そのパルス応答をデジタルオシロスコー
プにて解析した。顕微鏡の走査部分として，x軸および y軸にサーボリニアモー
ターを用い，マイクロコンピュータを組み込んだボードにより走査を制御した。
システム全体はワークステーションにて制御し，300×300 点のデータを 2 分で
取り込むことの出来るシステムが完成した。さらに，組織表面からの反射とガ
ラス面からの反射の干渉を周波数領域で解析し，組織の厚みと音速を算出する
アルゴリズムを完成させ，組織音速の定量的な 2 次元カラー表示が可能になっ
た。さらに，培養皿上に培養した血管内皮細胞の定量的な速度分布表示が可能
になり，肺動脈血管内皮細胞の冷却時に生じるアクチンフィラメントの挙動と
電気的インピーダンス計測，ナノ・イメージング法の比較により，このシステ
ムの細胞のバイオメカニクス計測に対する有用性が示された。 
最後に，本研究に関してご協力を賜った関係各位に深甚なる謝意を表す。 
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研究成果 
 
１．研究背景 
  
脳死肺移植におけるもっとも重篤な合併症は，移植術後の肺水腫である。こ
れは，生理的状態の肺胞では肺動脈血管内皮細胞が非常に強いバリア機能を有
するのに対し，移植組織移送時の低温冷却や様々なサイトカインの関与により，
バリア機能が失われることで，血清が肺実質に漏出してしまうことに起因して
いる。したがって，種々の刺激に対する肺動脈血管内皮細胞の形態および機能
の変化を明らかにすることは，医学的に非常に重要である。しかし，従来，細
胞の高精度イメージングとして用いられてきた電子顕微鏡，蛍光抗体法を用い
たレーザー走査顕微鏡などの方法では，細胞に対する前処置や抗体投与などが
必要であり，様々な条件下での繰り返し計測のためには，細胞に無処置，非接
触で繰り返し高精度に細胞のナノ・イメージングを実現する方法の開発が必要
である。 
 
 
２．研究目的 
 
本研究の目的は，1GHz帯域の高周波数超音波パルスを用いて，ナノレベルの
解像度を実現し，さらに細胞の厚み，音速，超音波減衰，音響インピーダンス
などのパラメータが高精度に計測可能な，超音波ナノ・イメージングシステム
を開発することである。さらに本システムによって得られた肺動脈血管内皮細
胞内の音響特性分布を，細胞内骨格であるアクチンフィラメントおよびチュブ
リンの分布や，原子間力顕微鏡による弾性分布と比較検討し，超音波ナノ・イ
メージングのバイオメカニクス計測システムとしての有用性を証明することで
ある。 
 本研究で開発するナノ・イメージングシステムのもっとも大きな学術的特色
は，対象となる組織・細胞の形を単に定性的に表示するだけではなく，定量的
な音響パラメータの２次元分布として表示する点である。生体組織あるいは細
胞のような，非常に不安定で柔らかい対象物の超音波計測には，工業材料や金
属の定量計測に用いるテクノロジーの応用は不可能であり，組織前面と後面に
おける反射波の干渉を周波数領域で解析する手法により，初めて定量的解析が
可能となる。従来，研究代表者らが開発してきた超音波顕微鏡では，バースト
波の中心周波数を変化させて何度か超音波の送受信を行い，周波数領域の解析
を行っていたのに対し，本研究ではパルス波の送受信を行うことで，一度に広
周波数帯域の超音波の送受信を行うことが革新的な点である。さらに，超音波
の発生装置に関しても，従来は高周波数対応の超音波パルサーにより超音波を
発生していたため，システムが非常に高価になっていたのに対し，本研究では，
高速スイッチング素子を中心としたアナログ回路技術に加えて，高速デジタル
計測・信号処理という，近年の技術インフラの整備により実現された手法を用
いることで，高精度ではあるが比較的安価にシステムを作製することが出来る
ことも大きな特長である。 
 本システムの開発により，肺動脈血管内皮細胞の温度変化に対する生理学
的・解剖学的応答が明らかにされ，さらに，細胞内シグナリングとその反応の
細胞内での局在をリアルタイムで明らかにすることにより，血管内皮細胞のバ
リア機能が変化する機序について全く新しい知見が得られると期待できる。 
 超音波顕微鏡の細胞計測に対する応用は，世界的に見ても散見される程度で
あり，さらにパルス波を用いた定量的計測方法はこれまで全く報告のない独創
的な方法である。本研究成果は細胞のバイオメカニクスの研究方法の１つとし
て非常に先駆的な方法となり得る。 
３．研究方法 
 
（１）システムの概念設計 
ナノスケールにおよぶ超音波生体イメージングを可能とするため，最大 1GHz
程度まで拡がる広帯域超音波パルス波形の送受を想定した超音波顕微鏡システ
ムの概念設計を行った。従来のバースト波形による方法では，図 1 に示すよう
に，100MHzから 200MHzの範囲内で周波数を 10MHzステップで変化させ，複
数回の走査によりそれぞれの周波数における(a)強度および(b)位相を計測し，そ
れぞれの 2 次元分布画像を得ることで，強度および位相のスペクトルを近似し
て解析していた。複数回の走査には長時間を要するため，生きた細胞の音響特
性の定量的な評価に応用するのは困難であった。本研究で提案する方法では，
広帯域の周波数成分を持つパルス波形を時間領域でデジタル計測し，得られた
信号に対してソフトウェアにより周波数解析を行うため，各計測点での信号サ
ンプリング長は長くなるが，1回の走査により全ての計測点のデータが取得でき
るため，短時間で定量的な音響パラメータ分布を計算することが出来る。 
まず，高周波数トランスデューサがもつ周波数特性を考慮し，測定に適した
電圧パルス波形と，波形観測系を検討した。また，走査装置と信号測定系との
マッチングを考慮した全体システムの概念設計を行った。 
図 2 に超音波顕微鏡の原理図を示す。生体試料は適当な厚さの切片または細
胞組織の形で，基板上に固着している。基板には通常のスライドガラスまたは
細胞培養用の皿で用いられている適当な高分子材料を使用することができる。
水を超音波媒体として，基板面に焦点を結ぶ超音波を照射し，反射波形を測定
する。このとき，反射は試料表面（SS），試料と基盤の境界（Sd）で発生し，ト
ランスデューサはこれら２つの反射波の和を捕らえることになる。したがって，
表面生体試料の音響特性によって反射波形が異なることになり，これを解析す
るのが定量的超音波ナノ・イメージングの原理である。 
図 3に，本研究で作製したシステムの概略を示す。本研究では，数 10ns程度
の拡がりをもつパルス超音波を利用した。波形の測定は汎用のデジタルオシロ
スコープ（Tektronix TDS7154B, Beaverton, OR, USA，アナログ帯域：1.5GHz，サ
ンプルレート 20GS/s，垂直分解能：8 ビット）を利用し，LAN ケーブルを介し
て制御用コンピュータに転送した。観察視野内の 1 点に対して 4 回程度の波形
を平均化処理し，ノイズの低減を図った。 
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図3 超音波ナノ・イメージングシステムのブロック図
観察視野内を 200×200ピクセル程度で機械走査しながら送受信を行うことに
より，2次元のプロファイルが得られる。ナノスケールの位置分解能をもつ機械
走査のため，従来使用していたステッピングモータードライブによる XY ステ
ージに加え，サーボリニアモーターによる走査を行った。 
 
（２）超音波パルスの発生 
高速電子スイッチを用いたパルス発生器により，立ち上がり 400ps以下，パル
ス幅 2ns程度，先頭値 20-40V程度の電気パルスを発生させた。図 4(a)に電気パ
ルスの波形，図 4(b)にスペクトルを示す。500MHz程度まで拡がるスペクトルが
得られている。これをトランスデューサに入力し，水中でガラス基板焦点を結
ぶように調整して超音波を照射したときに得られた反射波形を図 4(c)に示す。ト
ランスデューサはサファイアロッドを使用した中心周波数 300MHz のものを採
用した。トランスデューサがもつ周波数特性のため，超音波波形は電気パルス
と異なる形状をもち，振動成分を含んでいる。超音波波形は同図 4(d)にように，
概ね 100-500MHzの帯域まで拡がる広帯域信号となっている。 
 
（３）信号処理アルゴリズムの作成 
上に述べたように，励起信号はインパルス波形に近いが，トランスデューサ
は圧電素子の厚さなどのために共振特性をもったものを使わざるを得ない。こ
のため出射波は振動成分を含み，細胞がある部分からの反射波は表面と背面の
反射が干渉した複雑な波形となる。この波形は，基板が露出している部分から
の反射波形をもとに規格化することができる。図 4(e)は，この処理を行ってイン
パルス応答を求めた後，シングレットに対する応答を描いたものである。得ら
れた波形は細胞表面と背面からの反射が明瞭に見られる。適当な窓関数を用い
て両者を 2 つの波形に分離した後，それぞれフーリエ変換し，基板が露出した
部分からの基準波形との位相差をもとに厚さと音速を求める。媒質の音速を c0，
細胞内の音速を c，細胞の厚さを d，任意の周波数 fにおける表裏の反射波の規
格化位相をそれぞれφfrontおよびφrearとすると， 
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これより細胞の厚さと音速は， 
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で計算することができる。 
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(d)反射超音波の強度スペクトル(e)Singletに対する応答
４．研究結果 
 
（１）生体組織試料の作製と観察 
 図 5 は正常冠動脈組織の超音波強度像（左上），音速像（右上），減衰像（左
下）および厚み分布像（右下）である．内膜，中膜，外膜という冠動脈の３層
構造が認められる．正常の冠動脈を血管内超音波法で観察すると内膜から順に
高輝度，低輝度，高輝度のエコーの３層構造が認められるが，超音波顕微鏡の
減衰像も内膜から順に高，低，高の３層構造をなしている．音速像を減衰像の
カラーパターンが違うことから，減衰と音速の総合評価で組織性状診断を行う
ことが望ましいと考えられる．図 6 は動脈硬化を呈した冠動脈の超音波強度像
（左上），音速像（右上），減衰像（左下）および厚み分布像（右下）である。
Fibrous cap の音速が大きく，内膜内の石灰化部位ではさらに音速が速い。右側
の青色の Lipid coreの部分は音速値が小さいことが示されている。 
超音波の音速と組織の弾性率の関係は，  
ρ
Kc =  
（c：音速，K：体積弾性率，ρ：密度）で示されるので，Fibrous capの体積弾性
率は高く，硬い組織であるのに対し，Lipid coreは柔らかい組織であるという，
プラークの病態を考える上できわめてリーズナブルな結果が実証されたことに
なる。また，隣接する組織間で発生するエコー輝度は， 
cz ρ=  
（z：固有音響インピーダンス，ρ：密度，c：音速）で計算される固有音響イン
ピーダンスの差によって規定されるので，音速の計測によって，IVUS画像での
エコー輝度を計算することも可能になる。 
 
（２）生体細胞試料の作成と観察 
比較的観察が容易な試料として，培養神経細胞を観察することとした。ラッ
ト脳（海馬）から採取した神経細胞を培養液を満たしたシャーレ内で培養した。
細胞は底面のガラスに固着している。シャーレのまま観察ステージに設置し，
トランスデューサを走査させて超音波画像を取得した。 
図 7(a)，(b)は，ステッピングモータードライブで走査した 80×80μmの反射
図5 正常冠動脈組織の超音波ナノイメージング像
強度（左上），音速（右上），減衰（左下），厚み分布（右下）
図6 動脈硬化冠動脈組織の超音波ナノイメージング像
強度（左上），音速（右上），減衰（左下），厚み分布（右下）
(a) (b)
(c) (d)
図7 培養神経細胞の超音波ナノ・イメージング像
(a)(b) 80×80μmの反射強度画像
(c) 40×40μmの反射強度画像
(d) 40×40μmの音速像
強度画像であり，200×200 ピクセルの画素で観察されている。反射強度は信号
波形から 300MHz以上の周波数成分のみを取り出し，その振幅の RMS値をもと
に，任意目盛りで表示されている。シャーレ底面には位置を識別するための格
子が刻まれており，反射強度像にもこれが現われている。視野の中には星形の
細胞が点々と見られる。細胞から伸びる神経突起は光学顕微鏡では明瞭に見え
る。超音波ではやや不明瞭であるが，概ね伸出し方向をとらえることができる。 
図 7(c)は，40×40μm の走査を行った結果である。画素数は(a)図と同様 200
×200 ピクセルとなっている。左の強度像では，神経細胞の形状が明瞭に見え，
神経突起の根元の形状を概ね捉えることができる。細胞の大きさは 10μm 程度
であり，神経突起が見えることから，1μm程度の位置分解能が得られているも
のと推察される。図 7(d)は，細胞の表裏からの反射信号を分離し，位相解析を行
って音速に変換し，音速像として表示した結果である。媒質の音速を 1500m/s
として解析を行った。細胞部分の音速は平均 1570m/s程度と計算されている。 
以上より，500MHz程度までの周波数成分をもつ超音波により，ナノレベルの
分解能をもつ細胞観察が実現可能であることが示された。 
 
（３）肺動脈血管内皮細胞の温度変化に対する反応 
東北大学加齢医学研究所では，2000 年 3 月より脳死肺移植を行っており，摘
出した肺をドナー病院から東北大学病院に輸送する際には臓器の冷却を行って
いる。肺血管内皮細胞は，酸素と血液という，物理的に全く性質の異なる物質
の境界に位置するし強力なバリアを築いているという点で，生体内のほかの細
胞や血管内皮細胞と大きく異なる役割を担っている。したがって，冷却保存中
に肺動脈血管内皮細胞のバイオメカニクスがどのように変化するかを的確に評
価することが，肺移植成功への鍵であり，本研究はまさにこの臨床的必要性を
背景として発想が創出されてきたものである。 
培養内皮細胞を肺移植の保存液を想定した 5℃に培養液ごと冷却し，30 分後
に位相差顕微鏡，本研究にて開発したナノ・イメージングシステムにて観察し
た。同条件の細胞の電気抵抗の計測により，肺血管内皮細胞のバリア機能につ
き検討した。さらに，アクチンの免疫蛍光抗体染色を行い，これらの細胞骨格
の細胞内局在や形態を明らかにした。 
図 8(a)は冷却前後の，電気的インピーダンスの変化である。冷却中は電気抵抗
が一時的に低下し，その後再加温により電気的インピーダンスが，ほぼ原点に
復帰していることがわかる。 
図 8(b)は冷却前後の内皮細胞のアクチンフィラメントを染色した像である。冷
却中にはアクチンフィラメントが疎になり，ややぼやけた印象を呈している。
図 8(c)は同条件における血管内皮細胞の超音波顕微鏡像である。冷却前は，核に
相当する中央部とアクチンフィラメントの集中部位に相当する細胞周囲部の音
響インピーダンスが大きいが，冷却中は全体的に音響インピーダンスが低下し，
再加温後には再び細胞中央と辺縁の音響インピーダンスが上昇している。 
 
（４）ヨーロッパ各地でのプロモーション 
卓上型の超音波ナノ・イメージングシステムを完成させた後には，将来の産
業化を目的にヨーロッパ各地でプロモーションを行った。図 9 に示すように，
2004年 6月にはイタリア・ローマの Università degli Studi di Romaおよびトリノ
の Isutituo per la Recerca e la Cura del Cancro，2004年 11月にはオランダ・ロッテ
ルダムの Erasmus Medical Centre，ナイメゲンの St. Radboud Medical Center，ドイ
ツ・ボフムの Ruhr Universitätなどで実機を操作し，研究者らとディスカッショ
ンを行い，ヨーロッパ最大の医用機器の展示会であるMEDICA2004に出展した。
さらに，2005年 9月には IEEE UFFCカンファレンスに出展した。 
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図8 冷却前，冷却中，再加温後の肺動脈血管内皮細胞
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図9 ヨーロッパ各地でのプロモーション
５．考察 
 
超音波医学における超音波顕微鏡の応用は以下に述べる３点を主目的として
いる． 
 第１は，組織を無染色で観察可能なことを利用した，術中迅速診断への応用
である．凍結切片を光学顕微鏡で観察すると，組織の輪郭は描出されるが，組
織内部は無色であるため，内部に含有する物質に関する情報はもたらされない．
これに対して超音波顕微鏡では，超音波の音響特性の違いにより，組織内部は
あたかも染色を施したかのように描出されるので，診断の正確性が向上する．
すでに皮膚科領域では，光学顕微鏡と同等の臨床的意義が認められている． 
 第２の目的は，臨床超音波画像を理解するための基礎的な音響特性データの
収集である．近年，コントラストエコー法や Integrated Backscatterの計測が臨床
的にも可能になり，超音波組織性状診断がさらに重要視されるようになってき
た．組織性状理解のため，低周波数領域における反射超音波の強度やエコーの
パターンと，光学顕微鏡所見が対比されてきたが，両者の解像度が 100 倍近く
違ったため，診断が一致しないことも多かった．光学顕微鏡と同等の解像度の
超音波顕微鏡を用いることで，組織の種類と音響特性が密接に関係することが
実証され，エコー強度やパターンついての理論的な裏づけが得られるようにな
った． 
 第３の目的は，組織の弾性および粘弾性に関する情報の収集である．光学顕
微鏡では基本的に組織の化学的特性に基づいて染色が行われるが，超音波顕微
鏡では組織の物理的特性の違いを音響特性の違いにより検出する．したがって，
心臓や動脈硬化あるいは骨など，その物理的な特性が注目される臓器において
は，超音波顕微鏡による音響特性計測は非常に重要な情報をもたらすことにな
る． 
これらのうち，本研究においては第２，第３の目的で超音波によるナノ･イメ
ージングシステムを構築した。具体的には，冠動脈の観察により，内膜，中膜，
外膜の３層構造が各層の音響インピーダンスの違いによって生じることが明ら
かになり，また，プラーク内の Lucent echoが Lipid poolによるものであること
もほぼ証明された。 
また，神経細胞については，神経突起の部分などの細部まで観察可能であり，
高周波数超音波によりナノレベルのイメージングが可能であることを実証した。 
さらに，肺動脈血管内皮細胞に関しては，冷却中に電気的インピーダンスや
アクチンフィラメントの挙動と同様に，音響特性も変化することが実証され，
刺激に対する肺血管内皮細胞のバイオメカニクス計測に対する超音波ナノ・イ
メージングシステムの有用性が実証された。 
 
 
 
６．結語 
 
本研究期間内で，超音波による生体ナノ・イメージングを目指した超音波顕
微鏡の開発を行った。おもな成果を以下に示す。 
(a) 500MHz程度まで拡がる広帯域パルス超音波を送受信し，サーボリニアモー
ターでトランスデューサの機械走査を行う顕微鏡システムを試作した。 
(b) スライドガラス上の冠動脈組織を観察し，反射強度像，音速像，減衰像，
厚み分布像が得られることを実証した。 
(c) ガラス基板上に固着した培養神経細胞を実際に観察し，反射強度像として
細胞と神経  突起の形状が見えることを実証した。これより概ね 1μm程度の分
解能をもつ細胞観察が実現可能であることが示された。 
(d) 肺動脈血管内皮細胞の冷却前後における音響特性を計測し，超音波ナノ・
イメージングにより血管内皮細胞のバイオメカニクスが計測可能であることを
実証した。 
(e) 反射信号を細胞表面と背面からの反射成分に分離し，位相差をもとに音速
を求めることができた。これにより音速像が取得できることを実証した。 
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9．研究成果の概要(当該研究期間のまとめ，600字～800字，図，グラフ等は記載しないこと) 
従来、細胞の高精度イメージングとして用いられてきた電子顕微鏡、蛍光抗体法を用いたレーザー走
査顕微鏡などの方法では、細胞に対する前処置や抗体投与などが必要であり、様々な条件下での繰り返
し計測のためには、細胞に無処置、非接触で繰り返し高精度に細胞のナノ・イメージングが実現される
必要がある。本研究の目的は、高周波数超音波パルスを用いて、サブミクロンの方位分解能およびナノ
レベルの厚み計測を実現し、細胞の音速、超音波減衰、音響インピーダンスなどのパラメータを高精度
に計測可能な、超音波ナノ・イメージングシステムを開発することである。さらに、本システムによっ
て得られた血管内皮細胞内の音響特性分布を、細胞内骨格であるアクチンフィラメントおよびチュブリ
ンの分布と比較検討し、超音波ナノ・イメージングのバイオメカニクス計測システムとしての有用性を
証明することである。 
高速機械スイッチによりパルス幅 2ns 程度の電気パルスを発生させ、電気パルスをトランスデューサ
に直接入力し、そのパルス応答をデジタルオシロスコープにて解析した。顕微鏡の走査部分として、x
軸および y 軸にサーボリニアモーターを用い、マイクロコンピュータを組み込んだボードにより走査を
制御した。システム全体はワークステーションにて制御し、300×300 点のデータを 2 分で取り込むこと
の出来るシステムが完成した。さらに、組織表面からの反射とガラス面からの反射の干渉を周波数領域
で解析し、組織の厚みと音速を算出するアルゴリズムを完成させ、組織音速の定量的な 2 次元カラー表
示が可能になった。さらに、培養皿上に培養した血管内皮細胞の定量的な速度分布表示が可能になり、
肺動脈血管内皮細胞の冷却時に生じるアクチンフィラメントの挙動と電気的インピーダンス計測、ナ
ノ・イメージング法の比較により、このシステムの細胞のバイオメカニクス計測に対する有用性が示さ
れた。 
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